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(57) Abstract 

The invention relates to novel aminoalkyl maleimides of general formula (I) in which and R2 are the same or different 
and represent hydrogen or a C1-C4 alkyl group and A is a straight or branched-chain, saturated or unsaturated alkylene 
chain with 2 to 6 carbon atoms, possibly interrupted by an oxygen or sulphur atom or carbonyl group, and their correspond- 
ing acid addition salts. The present invention also relates to the amidoalkyl maleimide derivatives formed from compounds 
of general formula (I) and inmiunological conjugates which may be produced by the conversion of amidoalkyl maleimide 
derivatives with peptides or proteins. The object of this invention is also the corresponding processes for maldng the com- 
pounds of the invention and the use of these conjugates in diagnostic determination methods, especially immunoassays. 

(57) Zosanimenfassung 

Die Erfindung betrifft neue Aminoalkyhnaleimide der allgemeinen Formel (I), in der Rj und R2 gleich oder verschieden 
sind und Wasserstoff oder eine Ci-C4-Alkylgruppe darstellen, und A eine geradkettige oder verzweigte, ges&ttigte oder un- 
gesattigte, gegebenenfalls durch ein Sauerstoff- oder Schwefelatom oder Carbonylgruppe unterforochene AlJcylenkette mit 2 
bis 6 Kohlenstoffatomen darstellt, sowie deren entsprechende Saureadditionssalze. Femer bezieht sich die vorliegende Erf- 
indung auf die aus Verbindungen der allgemeinen Formel (I) und .immunologischen Bindungspartnem gebildeten Amidoal- 
kylmaleimid-Derivate. AuSerdem betrifft die Erfindung immunologische Konjugate, die durch Umsetzung der Amidoalkylma- 
leimide-Derivate mit Peptiden oder Protemen heigesteDt werden kdnnen. Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind auch die 
entsprechenden Verfahren zur Herstellung der erfindungsgemafien Verbindungen, sowie die Verwendung dieser Konjugate m di- 
agnostischen Bestimmungsmethoden, insbesondere in Immunoassays. 
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AninoaJJ^laaleiaide uzxd davtm abgeleitete Hapten- und 
AntiqCTderlvate soirie Koniucrate Mit Peotlden Oder Protftinen 



Die Erf indung betrif ft neue Aminoalkylaaleimlde der allgemelnen 
Fozmel I 



In der und R2 glelch Oder verschleden slnd und Wasserstof f oder 
eine Ci-C4-Alkylgruppe darstellen, und A eine geradkettlge oder 
verzweigte, gesattigte oder ungesattigte, gegebenenfalls dtirch ein 
Sauerstoff- oder Schwefelatom oder eine Carbonylgruppe unter- 
brochene Alkylenkette mit 2 bis 6 Kohlenstof fatomen darstellt, 
sovie deren entsprechenden Saureadditionssalze, mit Ausnahae der 
Verbindung N-e-Aainohexylmaleimid. 

Femer bezieht aich die vorliegehde Erfindung auf die aus Ver- 
bindungen der allgeaeinen Formel I und ianaunologischen Bindungs-^ 
partner gebildeten AaidoalJcylaaleiaid-Derivate der allgemeinen 
Formel II 



(11), 



in der R^, R2 und A die oben angegebenen Bedeutungen hzQDen und 
Hap, der aus einem eine oder mehrere carboxylgruppen bzw, akti- 
vierte Carboxylgruppen tragenden immunologischen Bindungspartner 
durch Amidierung. gebildete Rest ist. Als ismiunologische Bindungs- 
partner Icoxnmen beispielsveise Haptene oder Antigene in Frage. 
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Axifierdem betrifft die Erflndung imnxinologlsche Konjugate, die 
durch Umsetzung von Verbindungen der allgeoelnen Formel II mit 
Peptiden Oder Proteinen hergestellt werden konnen. Diese Konjugate 
warden im folgenden durch den Begrif f Hapten-Peptid- oder Antigen- 
Peptid-Konjugat inoschrieben. 

Gegenstand der vorliegenden Erf dLndung sind auch Verfahren zxir 
Herstellung der Verbindxingen der allgemeinen Formeln I und II 
sowie der Peptid- und Protein-Konjugate, und die Verwendung dieser 
Konjugate in diagnostischen Bestlimaungeiaethoden, insbesondere in 
Immunoassays. 

In vielen biochemischen Tecdmiken ist die Verlcnupfung von zwei 
sich funktional unterscheidenden Komponenten bzw. Verbindxingen von 
grundlegender Bedeutung. So werden beispielsweise auf dem Gebiet 
der Af f initatschromatographie an eine f este unlosliche Trager- 
matrix verschiedenartige Liganden gebunden. Diese Liganden sind in 
der Lage^ die in einer Probe enthaltenen und fur diesen betref fen- 
den Liganden spezifischen Substanzen zu erkennen und zu binden. 
Dadurch ist eine gezielte Abtrennung der in der Probe enthaltenen 
Verbindungen mogllch. Als Llgemden kommen beispielsweise Antlkor- 
per Oder Enzyme in Prage, die eln Antigen Oder ein Substrat spezi- 
flsch binden. 

Zur Verkniipfung von Komponenten im obigen Sinne werden hauf ig 
bifunktionelle Reagenzien, die auch als Linker bezeichnet werden, 
eingesetzt. Diese enthalten in der Regel zwei chemisch reaktive 
Gruppen, die mit bestimmten Resten der miteinander zu verknupf en- 
den Komponenten mogllchst speziflsch reagieren. General 1 unter- 
scheidet man hierbei zwischen hetero-bifunktionellen Reagenzien 
einerseits, wie z.B. gamma-Maleimido-buttersaure-N-hydroxy-succin- 
imid Oder m-Maleimido-benzoyl-N-hydroxysuccinimidester (MBS) , und 
homo-bifxinktionellen Reagenzien andererseits, wie z.B. N,N"-Bis- 
(3-maleimidopropionyl)-2-hydroxy-l,3-propandiamin. Die heterobi- 
funktionellen Reagenzien besitzen zwei chemisch unterschiedliche 
reaktive Gruppen, wie beispielsweise im obigen Fall die Maleimido- 
und die N-Hydroxy-succinimido-Gruppe. Wahrend die Maleimidogruppe 
sehr speziflsch mit sulfhydrylhaltigen Verbindungen reagiert, 
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eignet sich die Hydroxysuccininidogruppe bevorzugt zxir Realction 
mit Verbindungen, die eine Aainogruppe enthalten. Auf diese Weise 
lassen sich auf elegante Art und Weise zwei Koaponenten bzw. 
Verbindxingen miteinander verknupfen, wobei die eine beispielsweise 
eine Sulfhydrylgruppe enthalt xind die andere eine Aminogruppe. in 
analoger Weise dienen die homobifunktionellen Reagenzien, die zwei 
chemisch gleichartige reaktive Gruppen enthalten ^ zur Verknupfung 
von Komponenten mit identischen funlctionellen Gruppen, wie bei- 
spielsweise im obigen Fall von Sulfhydrylgruppen. 

Je nach Eigenschaft der miteinander zu verknupfenden komponenten 
kommen demnach eine Reihe von solchen bifunktionellen Reagenzien 
zum Einsatz (Kia-ki Han et al., Int. J. Biocdaem. 16 (2), 129 - 145 
(1984) und R.E. Feeney, Int. J. Peptide Protein Res. gs, 1987, 145 
- 161) . So ist beispielsweise in Arch. Biochem. Biophys. 203^ 774 
(1980) die Verwendung von N-6-Aminohexylmaleimid zur Herstellung ■ 
einer modifizierten Agarose-Festphase fur die Aff initatschromato- 
graphie beschrieben. 

Aus dem Stand der Technik, wie z.B. der europaischen Patentan- 
meldung EP-A-0,142,193, ist femer die Herstellung von Immunogenen 
bekannt, wobei geeignete Antigene, wie Polypeptide,. Oligosacchari- 
de Oder Oligonukleodtide, an reaktive Gruppen von hydophoben 
Verbindungen, wie z.B. Phospholipide, gebunden werden, die durch 
mindestens eine Gruppe von Glykosiden, vorzugsweise Saponine, mit 
einem hydrophilen und einem hydrophoben Teil komplexiert werden. 
Im speziellen ist in Beispiel 4 dieser europaischen Patentan- 
meldiuig ein B-Endorphin-Derivat beschrieben ^ in dem eine Amino- 
saure dieses Dodecapeptids durch eine Maleimido-butylamin-gruppe 
modifiziert ist. Die Anmeldung enthalt jedoch keinerlei Angaben, 
wie ein derartiges Derivat hergestellt werden kann. 

Ein weiteres Anwendungsgebiet bifunkt lonelier Reagenzien ist die 
Herstellung von Reagenzien fur die klinische Diagnostik. Hierbei 
werden in zunehmendem MaBe Bestimmungsverfahren nach dem Prinzip 
der Immunoassays durchgef ulirt , die sich durch besonders hohe 
Empfindlichkeit auszeichnen. Dabei werden oft Konjugate z.B. aus 
einem Markierungsenzym und einer zu bestimmenden Siibstanz, dem 
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sogenaimten AnalyteiXr bzw. einer einen Antikorper bindefahigen 
Substanz^ dear sogenaumten Antigen, eingesetzt. Diese Kon jugate 
lassen sich vorzugsweise durch den Einsatz von bifxinlctionellen 
Heagenzien herstellen. 

Ein veiteres Beispiel aus jungster Zeit ist die auf dem Gebiet der 
homogenen Unmxinoassays immer mehr an Bedeutnng gewinnende soge- 
nannte CEDIA-Technik (Clinical Chemistry 32/9, 1637 - 1641 
(1986); US-4,708,929) . Bei dieser diagnostischen BestiBmungsmetho- 
de wird ebenfalls von den Prinzip der Verknupfxing von zwei Ver- 
bindungen Gebrauch genacht. Dabei wird ein Analyt, der im 
allgemeinen ein Hapten Oder ein Antigen sein kann, an eine enzyma- 
tisch inaktive VorlSuferstufe des Enzyms 6-Galactosidase ange- 
knupft. Diese inaktive Vorlauferstufe ist ein Peptid xand wird in 
der oben zitierten Literatur auch als Enzymdonor bezeichnet. 
Mittlerweile sind eine Reihe von verschiedenen Peptiden als Enzym- 
donor en bekannt, wie z.B. ED4. 

Die Durchfahrxing dieses Tests beruht auf folgendem Prinzip; Das 
Enzym B-Galactosidase besteht aus vier Untereinheiten, die wieder- 
urn aus einer groBeren Polypeptidkette, die auch als Enzymakzeptor 
EA bezeichnet wird, und einer kleineren Peptidkette, Enzymdonor ED 
genannt, aufgebaut ist. Enzymakzeptor und Enzymdonor sind beide 
enzymatisch inaktiv, konnen sich aber spontan zu einem alctiven 
Tetramer zusammenlagem. Aufgrund der auBerordentlich geringen 
Dissoziationskonstanten des aus Enzymdonor tind Enzymakzeptor 
gebildeten aktiven Enzyms ist die Menge des gebildeten Enzyms 
direJct proportional zur Menge des vorhandenen Enzymdonors bzw. 
-akzeptors, Bei der Durchfflhrung von Immunoassays macht man sich 
die Eigenschaft nun dadurch zu Nutzen, in dem man anstelle des 
naturlichen Enzymdonors einen chemisch modifizierten Enzymdonor 
einsetzt. Dieser zeichnet sich dadurch aus, daB ein Analyt kova- 
lent an funktionelle Gruppen des Enzymdonors geknupft ist. Als 
Analyte kommen beispielsweise Haptene oder Antigene in Prage. 



wo 90/15798 



- 5 - 



PCr/EP90/00957 



Das bei der Immunologlschen Bestimmiingsmethode verwendete Test- 
system enthalt aufierdem elnen den jeweiligen Analyten spezlflsch 
iBununogen erkennenden Antikorper. Hierbei dif ferenziert der 
Antikorper in der Kegel nicht zwischen freien xind kovalent an den 
Enzymdonor gebtindenen Analyten. Der Antikorper ist in einer Menge 
vorhemden, die ausreicht, um die im Test system yorliegenden mit 
dem Analyten ffiodifizierten Enzymdonor-Kon jugate vollstandig zu 
binden. Dadurch wlrd die spontane Assoziation des Enzyndonors und 
des Enzynakzeptors zum aktiven Enzym verhindert. 

Die Reaktion zur Bestlmmimg der Konzentration elnes Analyten vird 
nun dereurt durchgefuhrt, daB eine definierte Menge der zu bestim- 
menden Probe zu dem oben beschriebenen Testsystem zugeftigt vird. 
Da es sich bei diesem Reaktionstyp \m einen kompetitiven Test 
handelt, binden die vorhandenen Antikorper, die gegen den 
Analyten gerichtet sind, sovohl die aus der Probe kommenden freien 
Analyten als auch . einen Teil der mit dem Analyten markierten 
Enzymdonoren. Der durch die Verdrangungsreaktlon durch den freien 
Analyten ausgeloste freie Anteil des markierten Enzymdonors 
assoziiert dann spontan mit dem Enzymakzeptor zvaa enzymatisch 
aktiven 6-Galaktosidase-Tetramer, dessen Konzentration direkt 
proportional zu der Konzentration des aus der Probe staunmenden 
Analyten ist. Die Menge bzw. die volumenspezifische Aktivitat des 
durch diese spontane Assoziation gebildeten Enzyms fi-6alactosidase 
wird durch Hydrolyse eines geeigneten Enzymsubstrates, 
beispielsweise von o-Nitrophenyl-B-D-galactopyranosid Oder 
Chlorphenolrot-fi«»D-galactopyr2mosid und Freisetzung des 
entsprechenden Chromophors gemessen. 

Bei der oben dargestellten erforderlichen Verknupfung zwischen 
Immunogen (Analyt) und Enzymdonor besteht das Problem, detB die 
Modifizierung des Enzymdonors nur an solchen Stellen im Molekiil 
erfolgen darf , die fur die Erkennung zwischen Enzymdonor und 
Enzymakzeptor nicht von Bedeutung sind. Ansonsten ware die Asso- 
ziation 2um enzymatisch aktiven Enzymkomplex gestort und der 
gemessene Wert fur das zu bestimmende Hapten wiirde ein f alsches 
Ergebnis vortauschen. 
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Es ist literaturbekaimt, dafi als Hapten-Enzyxndonor-Konjugatbei- 
spielsweise Maleimidyl-benzcarbamyl-digoxigenin eingesetzt warden, 
kann (Clin.Chem. 32^ 1637 (1986)). Die Bindtang des Haptens Digoxi- 
genin an den Enzymdonor erfolgt durch Umsetzung mit 3-Maleijaido- 
benzoesaxire-isocyanat. Die Verknupfung seitens des Enzymdonors mit 
dem oben gebildeten Digoxigenin-Derivat erfolgt dtiroh ReaJction 
einer Sulfhydrylgruppe der Aminosaure Cystein am Enzymdonor ait 
der Haleiaidcgruppe. 

Das in dem oben genannten Fall eingesetzte bifunlctionelle Reagens 
hat jedoch den Hachteil, daB einerseits die vorhandene Urethan- 
Bindung hydrolyseempfindlich ist und das Reagenz somit nicht 
hinreichend stabil genug ist, und daB femer durch den vorhandenen 
Benzcarbamylrest ein Teil der Bindungsaktivitat der Antikorper 
gegen den Linker selbst, d. h. gegen das Bruckenmolekul zwischen 
Hapten und Enzymdonor im Immunogen gerichtet ist. Dies bedeutet, 
dafl bei der Antigen-Antikorper-Reaktion haufig mit Kreuzreaktivi- 
taten zu rechnen ist, die im immunologischen Test zu Ungenauigkei- 
ten bei der Bestimmung fflhren. 

Auflerdem besteht das Problem, dafi die verwendeten bifunlctionellen 
Reagenzien mdglichst stabU und einfach herstellbar seift sollten. 
Femer ist es wunschenswert, daB sie mit Haptenen oder Antigenen 
unter mdglichst milden Bedingungen reagieren, und somit die zur 
Immunisierung und Gewinnung von Antikorpem als Imatunogene ver- 
wendbaren Hapten-Peptid-Derivate auf schonende und einf ache Weise 
hergestellt werden konnen. 

Heterobifunktionelle Reagenzien mit einer Maleimidogruppe haben 
jedoch haufig den Nachteil, dafl sie sehr reaktiv sind und leicht 
zu Maleinsaure-derivaten hydrolysieren. Aufgrund ihrer hohen 
Reaktiyitat sind sie oft wenig spezifisch fiir Sulfhydrylgruppen, 
insbesondere wenn sie in stochiometrischen Mengen eingesetzt 
werden. Diese geringe Spezifitat kann zu komplexen Reaktions- 
mischungen fuhren,- die entstehen, wenn die Maleimidogruppe mit 
anderen reaktiven Gruppen der zu vertoupfenden Peptide oder Pro- 
teine, wie z.B. mit Aminen, reagieren. Dereurtige Nebenreaktionen 
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fiihren zu unerwunschten Realctlonsmischiingen, die bauflg schvierlg 
zu trennen slnd. Hochste Reinheit der hergestellten Konjugate ist 
jedoch erforderllch, urn durch ISQ&unlsierung...Antikdrper alt nog- 
lichst hoher Speziflt&t und gerlnger Kreuzreaktlvitat zu er*- 
halten. 

Es bestand daher die Aufgabe^ neue biftmlctionelle Reagenzien zur 
Verfugung zu stellen, die die oben gexieumten Nacbteile nicbt 
aufveisen. 

£s vurde nun ilberrascbenderveise gefunden, daB die erfindungs- 
gemaBen Verbindungen der Formel I als heterobifunlctionelle Reagen- 
zien vorteilbaft eingesetzt verden konneh. Insbesondere hat sich 
gezeigt, daB die zwischen der Haleimido- und der Aminogruppe 
befindliche Gruppe A fur eine geringe Kreuzrealctivitat der mit 
Hilfe der Hapten-Peptid-Kon jugate hergestellten Antikorper verant- 
vortlich ist. Dies trifft insbesondere zu fur die kurzkettigen 
Derivate mit einer Kettenlange in A von 2-5, insbesondere 2, 2 
Oder 4 Atomen. 

r1 Tind r2 in der Formel I konnen gleich oder verschieden sein und 
jeweils ein Wasserstoffatom Oder eine Ci-C4-Alkylgruppe, wie z.B. 
die Methyl-, Ethyl- oder Isopropylgruppe bedeuten* Bevbrzugt 
stellen R^ und R^ jedoch ein Wasserstoffatom dar. 

Die Gruppe A bedeutet eine geradkettige oder verzweigte, gesattig- 
te Oder xingesattigte Alkylengruppe mit 2-6, vorzugsweise 2-4 C- 
Atomen, die gegebenenfalls durch ein Sauerstoff- oder Schwefelatom 
Oder durch eine Carbonyl gruppe unterbrochen sein kann. In diesem 
Sinne kommen beispielsveise die folgenden Bedeutungen in Frage: 

A=-(CH2)n-; -(CH2)tt-CH(C3l3)-(CH2)o-? -(CH2)m-C(CH3)2-(CH2)o-; - 
(CH2)m-^X-(CH2)o- X=0,S,CO; -(CH2)ia-CH«CH- mit n«2-6 und m-o»l- 
4 und m+os2-5. Bevorzugt bedeutet A die Gruppen -(0112)11' 
n=2,3,4 Oder 5 und -CH2-O-CH2-, -CH2-S-CH2-, -C2I2-C0-CH2-. 

Saureadditionssalze der Amine sind Salze mit organischen oder 
anorganischen Sauren, vie z.B. Essigsaure oder Salzsaure. 
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Verbindxingen der Fonael I konnen beispielsweise dadxurcli herge- 
stellt verden, indem nan ein Diamln der allgemeinen Formel III 



H2N-A-HH2 



(III) , 



in der A die oben angegebene Bedeutung hat, in eine Verbindung der 
allgeaeinen Fonael IV 



uberfuhrt, vobei Y eine fiir die Aminogruppe geeignete leicht 
abspaltbare Schutzgruppe, beispielsweise diei tert •-'Butyl- 
qxycarbonylgruppe darstellt, und anschliefiend die Verbindxmg 
der allgemeinen Formel IV ait einer Verbindung der allgemeinen 
Formel V 



in der und R2 die oben angegebenen Bedeutungen haben und Z eine 
reaktive Gruppe bedeutet, nach an sich bekannten Verfahren um- 
setzt, und anschliefiend die Schutzgruppe Y vieder abspaltet. 

Die Umsetzung der Diamine der allgemeinen Formel III mit geeig- 
neten Schutzgruppenreagenzien, wie z.B. Di-tert.-butyl-dicarbonat, 
tert.-Butoxycarbonylchlorid Oder N-(tert.-Butoxy-carbonyl- 
oxy)phthalimid, erfolgt in Losungsmittel, wie z. B, Dioxam, Tetra- 
hydrofuran, Dimethylformamid oder Ethanol bei Temperaturen von - 
20 bis + 100 ^C, vorzugsweise bei 0 bis + 25 nach an sich 
bekannten Methoden, 



H2N-A-NH-Y 



(IV), 




0 



o 
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Die Umsetzung der^ Verblndungen der Formel IV mlt Verblndxingen der 
Formel V verden vorzugsveise In baslschen Losungen bel Tempe- 
raturen von - 20 bis + 80 durchgef uhrt . Als realrtive Gruppe 
Z kommen solche in Frage, die sich durch Umsetzung mit Aminen 
leicht abspalten lassen, vie z.B. Alkoxycarbonylgruppen, bei- 
spielsveise die Ethoxycarbonylgruppe*. 

Die neuen Verbindungen der Formel I finden als heterobifunktio- 
nelle Reagenzien insbesondere ztir Berstellung von Konjugaten 
Verwendung. Als Konjugate kommen beispielsweise Hapten-Peptid-, 
Hapten-Protein-, Antigen-Peptid-, Antigen-Protein- oder Anti- 
korper-Effektor-Kon jugate in Frage. Im Fall der Antikorper- 
Effektor-Kon jugate wird beispielsweise ein Antikorper kovalent an 
ein Effektormole]cul gebunden, wobei der Effektor ein Analyt, 
Wirkstoff , Toxin oder auch ein signalproduzierendes Enzym sein 
kann. 

Ein veiterer Gegenstsuid der vorliegenden Erf indung sind Verbindun- 
gen der Formel II, in der Hap reprasentativ fur einen Bindungs- 
partner steht, der sich als Analyt zum Einsatz bei inmunologischen 
Bestimmungsverfediren eignet. Solche Bindungspartner sind bei- 
spielsweise Haptene oder Antigene, die mindestens eine Carboxyl- 
gruppe tragen, oder in ein carboxylgruppentragendes Derivat 
uberfuhrt wurden, wie z.B. die Haptene Cortisol, Theophyllin oder 
Digoxigenin. Antigene konnen Proteine oder Peptide sein. Es kommen 
jedoch prinzipiell fur die Gruppe Hap alle solche Substsmzen in 
Frage, fur die spezifisch gegen sie gerichtete Antikorper gewonnen 
verden konnen. Insbesondere geeignet sind solche, die zur 
Durchfuhrung von Bestimmungsmethoden nach der oben beschriebenen 
CEDIA-Technik vervendbar sind. Diese Substamzen konnen insbeson- 
dere Analyte sein, d.h. solche Verbindungen, die im Serum von 
Patienten vorkommen und deren Bestimmung von diagnostischem Inter- 
esse ist. 
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Generell warden unter dem Begriff »»Haptene»" solche Mokekule ver- 
standen, die fur die Bildung von Antikorpem nicht direlct sondem 
Biittelbar uber die Bindung an einen geeigneten imiaunologischen 
Trager geeignet sind. Beispielsweise seien die folgenden Haptene 
genannt: Phenobarbital , Diphenylhydantoin, Carbamassepin, Valproin- 
saure. Thyroxin (T4) , Triiodthyronin {T3), ostron, ostradiol, 
Progesteron, Testosteron, Aldosteron, Folsaure, Methyltetrahydro- 
f olsaure oder Cyancobalamin (Vitamin B12) . 

Zur Herstellung der Amidoalkylmaleimid-Derivate der allgeaeinen 
Formel IZ kommen die oben unter Hap def inierten Haptene oder 
Antigene in Frage. Pur die Umsetzung der Maleimide der allgemeinen 
Formel I mit geeigneten Hap-Derivaten ist es zweckmaflig, die in 
Hap vorhandene Carboxylgruppe zunachst durch uberfuhrung in ein 
reaktives Derivat zu aktivieren. Dies geschieht beispielsweise 
durch Umsetzung mit N-Hydroxysuccinimidester in Gegenwart eines 
Kondensationsmittels, wie z.B. N,N'-Dicyclohexylcarbodiiaid. Der 
auf diese Weise hergestellte Hap-Carbonsaxire-N-hydroxysuccinimid* 
ester wird dann direkt mit dem Haleimidderivat der allgemeinen 
Formel I in hoher Ausbeute zu den entsprechenden Maaeimid-Hapten- 
Derivat en der allgemeinen Formel II umgesetzt* Es ist jedoch 
prinzipiell auch moglich, andere Aktivierungsgruppen der Carboxyl- 
gruppe zu verwenden, wie z.B. die Imidazolyl-, Hydroxybenzo- 
triazolyl-, p-Hitrophenyl- oder Isobutoxycarbonylgruppen. 

In bevorzugten Ausfuhrungsformen der erf indungsgemaBen Verbindun- 
gen der allgemeinen Formel II ist der immunologische Bindungspart- 
ner ein Hapten, wie z. B. ein Steroidhormon oder ein 
Xanthinderivat, beispielsweise Cortisol, Theophyllin oder Digoxi- 
genin. Prinzipiell konnen jedoch alle diejenigen Haptene einge- 
setzt werden, die eine reaktive Carboxylgruppe tragen. Die 
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Carboxylgruppe kann in f reier Form vorliegen oder in Form von 
aktivierten Derivaten, wie beispielsweise Anhydriden, Estem oder 
Amiden. Es ist jedoch auch moglich, seiche Haptene als Bindungs- 
partner einzusetzen, die xirsprunglich keine C2u:boxylgruppe ent- 
hielten, wenn durch diemische Modifizierung die entsprechende 
Carboxylgruppe nachtraglich in das Hapten eingefuhrt wird, Ent- 
sprecbende Modifizierungsreaktion sind aus dem einschlagigen Stand 
der Technik bekannt. 

In einer weiteren Ausfflhrungsf orm der Erf indxing werden Verbindun- 
gen der allgeaeinen Formel II zur Verfugung gestellt^ in denen das 
Hapten ein Steroidhormon ist. Der Nachveis von Steroidhormonen, 
wie z.B. estrogen, Testosteron, Cortisonen tmd Herzglycosiden, 
denen alle das Steroidgrundgeriist gemeinsam ist, spielt in der 
Diagnostik eine bedeutende Rolle. Die Zurverfugxingstellomg von 
Antikorpem gegen Steroidhormone bzw. gegen die entsprechenden 
Hapten-Peptid-Kon jugate fur die Durchfuhrung von Immiinoassays ist 
daher vunschenswerti. 

Es hat sich erwiesen, daB durch die Derivatisierung der Haptene zu 
den Verbindungen der allgemeinen Formel II das Epitqp des Haptens 
nicht beeintrachtigt wird, so daB ein gegen das jeweilige in der 
zu bestimmenden Probe vorhandene freie Hapten gerichteter Anti- 
korper auch das entsprechend modifizierte Hapt en-Pep tid-Konjugat 
in gleichem Mafie erkennt. 

Ebenso hat sich gezeigt, daB die derivatisierten Hapten-Peptid- 
Konjugate, die durch Umsetzung von Verbindungen der Formel II mit 
sulfhydrylgruppenhaltigen Peptiden oder Proteinen erhalten werden, 
ohne weitere Beeintrachtigung der Bindungseigenschaf ten mit dem 
Enzymakzeptor EA zu den Tetramer-Komplexen der fi-Galactbsidase 
assoziieren. Diese wiederum zeigen durch die im Prinzip vorhandene 
Derivatisierung des Enzyms keine nachteilige Beeinflussung der 
enzymatischen Aktivitat, und spalten die in Frage kommenden Sub- 
strate in gleicher Weise wie die unmodifizierte B-Galactosidase. 
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Bel der Verwendung fur die Ismimiaierung werden die Hap-Derivate 
der allgemeinen Fonael II eingesetzt. Das Haptenderivat wird in 
den zur Antikorperbildxing geeigneten Organismus in Abstanden mehr- 
mals injiziert. Es kommt dabei zur Bildxing von Antikorpem, die in 
sehr hohem Prozentsatz nun gegen das Hapten gerichtet sind, und 
keine Kreuzreedctivitat mit den VerJcnupfvmgsgruppierungen aufwei- 
sen. Die Antikorper werden dsmn in em sich bekannter Weise aus den 
Organismus isoliert und gereinigt. Die erfindungsgemaBen Hapten- 
derivate der allgemeinen Fomnel II eignen sich sovohl zur Immuni* 
sierung fur die Herstellung polyklonaler Antikorper als auch zur 
Herstellung monoklonaler Antilcorper, 

uberraschenderweise gelingt es durch Verwendung der erfindungsge- 
maBen Haptenderivate der allgemeinen Formel II, Antikorper zu 
erhalten, die sehr wenig Kreuzreaktivitat mit der Bruckenverbin- 
dxing aufweisen. Die erhaltenen Antikorper haben eine hohe Affini- 
tat zu dem Hapten, Bei der Verwendung der erfindungsgemaBen 
Haptenderivate zxir Immunisierung werden hohe Antikorpertiter - 
erhalten. Weiterhin sind die erfindungsgemaBen Hapten-Pjeptid-Kon- 
jugate besonders gut geeignet zxm Einsatz in Immunoassays. Da die 
Antikorper zu dem Bruckenmolekul keine Oder eine nur sehr geringe 
Af finitat aufweisen und daher das Hapten sehr spezifisch binden, 
erhalt man mit diesen Konjugaten bei der Verwendung in Immuno- 
assays sehr genaue Ergebnisse, 

Die erfindungsgemaBen Haptenderivate der allgemeinen Formel II be- 
sitzen den Vorteil, daB sie einerseits die Struktur des freien 
Haptens weitgehend unverandert beinhalten, andererseits im Ver- 
gleich zu Derivaten, die z.B. aus dem Stand der Technik bekannt 
sind, im Bruckenmolekul eine charakteristische Anderung aufweisen. 
Die Verwendung der erfindungsgemaBen Haptenderivate ermoglicht 
deshalb die Durchfuhrung heterologer Linker-Techniken auf einfache 
und effektive Weise. 



wo 90/15798 



PCr/EP90/00957 



- 13 - 

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner Kon jugate, die durcdi 
Umsetzxing der Verbindungen der allgeaielnen Fornel II mlt Peptlden 
und Protelnen hergeetellt verden konnen« Als Peptide und Protelne 
koiomen vorzugsvelse solche In Frage, die eine Siilfhydylgruppe bzv. 
eine Cystelngsnippe enthalten, die mlt der Halelmldogruppe der Ver- 
bindungen der Formel II reagleren. Die Herstellung solcher Derlva- 
te erfolgt nach an slch bekamnten Methoden der chemlschen 
Modlflzlerung von Protelnen. Vorzugswelse werden jedoch Peptide, 
insbesondere die in der oben beschriebenen CEDIA-Technlk verwend- 
baren Enzymdonatoren ED elngesetzt. Die Modlflzlerung von Peptlden 
Oder Protelnen erfolgt nach an slch bekannten Verfahren in 
geelgneten Puff em, z.B. Phosphatpuffer, bel Teanperaturen zwlschen 
O'c und 40 *C, vorzugsvelse bel 15-25 *C, durch Inkubatlon mlt 
Verbindungen der Formel II uber elnen Zeltraum von l*24h. Die 
Herstellung verschledener ED-Derlvate 1st aus US 4,708,929 bzv. 
Clin. Chem, 22 (9) / 1986, 1637 - 1641 bekannt, bzw. slnd bel 
Mlcrogenlcs Corp., Concord, California (USA) erhaltllch. 

Gegenstand der Erf indting ist deshalb auch die Verwendung eines 
erfindungsgemaBen Hapten-Peptid-Konjugates bel der Durchfuhrung 
von Immunoassays. 

Die f olgenden Belsplele erlautem die Erfindung anhand von konkre- 
ten Ausfuhrungsbelsplelens 
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Beispiel l 

a) N- f tert . -Butvloxve arbonvl ^ -ethan-1 . a-dlamin 

12 g (0.2 mol) Ethylendiamin werden in 200 ml Oloxan/Wasser 
(50/50 v/v) gelost. Iimerhalb von 1.5 h wird unter Ruhren und 
Kuhlung im Eisbad eine Losung von 21.8 g (0.1 mol) Di-tert.- 
butyl-dicarbonat in 100 ml Dioxan zugetropft. Man laBt i h bei 
Raumtempeiratur weiterrahren, dann wird mit 500 ml Wasser ver- 
dfinnt vxid mit l 1 Essigester extrahiert. Die organische Losung 
wascsht man dreimal mit je 200 ml Wasser und extrahiert mit 
zweimal je 300 ml o.l n HCl. Die vereinigten HCl-Phasen werden 
mit 2 n NaOH auf pH 10. o gestellt und mit 600 ml Essigester 
extrahiert. Die orgemische Losung wird nochmals mit 300 ml 
Wasser gewaschen, mit 20 g Na2S04 getroclcnet und im Wasser- 
strahlvalcuum eingedampft. 

Ausbeute: 1.35 g zahes 61 (entspr. 8.4 % d.Th. bez.auf Di- 
tert.-butyl-dicarbonat) . 

DC: Kieselgel, Methanol/Essigester (66/33 v/v) , Bespruhen mit 
Ninhydrin-Spray (Pa. Merck, Darmstadt); Rf = 0.14. 

^) y- f teyt , -BUtvloxvcarbonvl \ nenta n -l . 5»diamin-Aeetat 

20.4 g (0.2 mol) Pentan-l.5-diamin werden in 200 ml Dioxan/- 
Wasser (50/50 v/v) gelost. Innerhalb von 1.5 h wird unter 
Rfihren tind Kuhlung im Eisbad eine Losung von 21.8 g (0.1 mol) 
Di- tert.-butyl-dicarbonat in 100 ml Dioxan zugetropft. Man 
l&flt 2 h bei 0*c und anschlieBend 18 h bei 20»C weiterrflhren, 
dann wird aiit 500 ml Wasser verdOnnt und mit 1 1 Essigester 
extrahiert. Die organische Losung wascht man zweimal mit je 200 
ml Wasser, trocJcnet mit 50 g Na2So4 und dampft am Rotationsver- 
dampfer ein. Der halbfeste Ruckstand wird mit 200 ml lo%iger 
Essigsaure digeriert und das ungeloste Bis-BOC-pentan-1 , 5- 
diamin abgesaugt. Man dampft das Filtrat ein und trocknet das 
verbleibende zahflussige Produkt 4-6 h am Hoohvakuum. 
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Ausbeute: 11.6 g (entspr. 44% d. Th. bez. auf die Dl-tert.- 
butyl-dicarbonat) • 



DC: Kieselgel, Methanol/ Chloroform/ABunnialc 45/45/10 (v/v/v) 
Bespruhen mit Ninhydrln-Spray (Fa. Merck, Darmstadt); Rf«0.65. 



Beigpjgt 2 

a) rtert-Butvloxvcarbonvl^ -2- fN-maleinimido^ ethvlamln 

0.8 g (5 amol) der nach Beisplel la hergestellten Verbindung 
lost man in 25 ml gesattlgter Natrlt2mblcarbonat--Ld8ung* Die 
Losting wird fiber ein Falten-filter f iltriert und auf O^c ge- 
]cuhlt. Anschliefiend glbt man unter Rfihren 0.84 g (5 mmol) 
(EthoxycarbQnyl)maleinimld (hergestellt nach der Methode von O. 
Keller und J. Rudinger, Helv.Chim.Acta 58 (1975), 531-541) 2U 
und last 15 mln bel Raumtemperatur veiterruhren. Hlerbei lost 
sich das N-(Etlxoxycarbonyl)maleinlmid nach Icurzer Zeit voll- 
standig auf, wahrend die Titelverbindung im Verlauf der IMset-- 
zung ausfallt. Es verden 40 ml THF zugegeben und 45 min bei 
Raumtemperatur veitergeruhrt. Danach stellt man mit 1 n HCl auf 
pH 6.0, extrahiert mit zweimal je 50 ml Essigester tmd trockhet 
. den Extralct mit 5 g Na2S04. Nach Elndampfen im Hasserstrahl- 
vakuum wird die Titelverbindting ale farbloser, fester Rfickstand 
erhalten. 

Ausbeute: 1.1 g (92 % d.Th.)- 

DC: Kieselgel, Chloroform/Essigester (66/33 v/v) , Bespruhen mit 
0.1 % KMn04-Lsg.; Rf » 0.50. 
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b) f tert , -Butvloxvcarbonvl^ -5- f N-malelninido^ pentvlaatn 

13.1 g (50 nsiol) der nach Beisplel lb hergestellten Verbinduag 
lost man in 250 ml gesattlgter Natriumcarbonat-Losung. Die 
Losung wird fiber ein Paltenfilter filtiert und auf 0*c gekfihlt. 
Nun gibt man imter Ruhren 8.4 g (50 mmol) N-(Ethoxycarbonyl)- 
maleinimid zu xand laBt 15 min bei Raumtemperatxir weiterruhren, 
wobei sich das N-(Ethoxycarbonyl)-maleinimid nach loirzer Zeit 
vollstandig auf lost. AnschlieBend gibt 400 ml Tetrahydrofurem 
und zusatzlich 250 ml gesattigte Natriumcarbonat-Ldsung zu und 
lafit 1 h weiterreagieren. Dann wird die Losung mit 2 x 500 ml 
Essigester extrahiert, der Extrakt mit 500 ml Wasser gewaschen 
und mit 50 g Na2So4 getrocknet. Nach dem Eindampfen am Rotati-* 
onsverdampf er erhalt man das Produkt als zahes 61 das am Hoch-* 
vakuum getrocknet wird. 

Ausbeute: 9.6 g (entspr. 68% d. Th.) 

DC: Kieselgel, n-Butanol/Eisessig/Wasser 40/10/50 (v/v/v) ^ 
Bespruhen mit 0.1% KIto04-Lsg.; Rf«0.85. 



Bejspiej, ? 

a) 2- f N-Maleinimido^ ethvlamin-HvdrQehlorid 

0.96 g (4 mmol) der BOC-Aminoverbindung aus Beispiel 2a werden 
in 25 ml 2 m HCl in Dioxan gelost und bei Ratimtemperatur stehen 
gelassen. Innerhalb 30 - 60 min beginnt das ProduJct 4 auszu- 
fallen. Han lafit 24 h bei Raumtemperattir stehen, daxm saugt man 
das Kristallisat ab, wascht mit ca. 10 ml Essigester nach und 
trocknet im Exsikkator uber CaCl2 und Paraffin. 

Ausbeute: 0.58 g farbloses, feinkristallines Pulver (82 % 
d.Th.). 
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DC; Kieselgel^ n-Butanol/Eisessig/Wasser (40/10/50 v/v/v) , Be- 
spriihen mit Ninhydrin-Spray (Fa. Merck, Darmstadt) ; Rf » 
0.22. 

C6H9CIN2O2 (176.60); Ber.: C 40.81 H 5.14 N 15.86 

6e£.: C 40.60 H 5.29 N 15.46 

b) 5^ rN-Malelnlmldo^ pe ntvlamin-Hvdrochlorid 

8 .46 g (30 msiol) der nach Beispiel 2b hergestellten BOC-Amlno- 
verbindtmg werden in 100 ml 2 m HCL in Dioxan gelost und bei 
Raumtemperatixr stehen gelassen. Innerhalb 30-60 min beginnt das 
Produkt auszuf alien. Man laBt 24 h bei Raumtemperattir stehen, 
dann saugt man das Kristallisat ab, wascht mit ca 50 ml Essi- 
gester nach und trocknet im Exsikkator uber CaCl2 und Paraf- 
fin. 

Ausbeute: 4.7 g farbloses, feinkristallines Pulver (entspr. 72% 
d.Th.) 

DC: Kieselgel, n-Butanol/Eisessig/Wasser (40/10/50 (v/v/v) , 
Bespruhen mit Ninhydrin-Spray (Fa. Merck, Darmstadt) ; 
RfO.22 

C9Hl5ClN202(218.69) ; Ber.: C 49.43 H 9.91 N 12.81 

Gef.: C 49.19 H 9.99 N 12.59 

Beispiel 4 Herstellung von Hapten-Carbonsaure-Derivaten 

Die f olgenden Haptencarbonsauren wurden nach Literaturvorschriften 
hergestellt: 

a) Cortisol-3- ro-carboxvmethvl> -oxim 

aus Cortisol und Carboxymethylhydroxylamin-hemihydrochlorid in 
Ethanol 

Lit.: A. Tsujiet al.. Steroids 24 (1974), 739-51 
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(VI) 



b) 3 -0-Sugelnvl-Dlaoxiaenin 

aus Olgoxigenln und Bernstelnsaureazihydrid 

Lit.: 6.C. Oliver etal., J. Clin. Invest. 47 (1968), 1035-1042. 



. 0 




(VII) 



H 



c) Dioxin-A' » '-alutarvl-hvdroxvsueeinlmldeater 

aus Dlgoxin tind Gliitaryl-w-orthotrimethylester-w'-hydroaey- 
succlninidester in THF. 

Lit.: H.-6. BatZ et al., DE-A-2,537,129 bZW. US-4,133,949, 
us- 4-436,828 



0 




d) 8- ( 3-Carboxvpropvl> -theophvllin 

aus 4,5-Diamino-l,3-dis!ethylpyrisiidin-2,6-dion und Glutansaure- 
amhydrid. 

C.E. Cook et al.. Res. Cosmun. Chem. Pathol. Pharmacol. 13 
(1976) , 497-505 
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e) 5-Ethvl-5-phenvl-l- f 3-carboxvproDVl ) barbitursaure 
( 1- ( 3 -Carboxypropy 1 ) -phehobarbital ) 

aus Hatrlumphenobarbltal und 4-Broinbuttersaure-etbyle8ter 
c.£. Cook et al., Qusmtltatlve Analogical Studies in Epilepsy 
P. Kellaway und Ingemar Petersen (ed.)r Raven Press, New York 
1976, S. 39-58. ■ ' ' 




(X) 



Beisoiel 5 Hapten-^Caxbonsaure-N-hydroxysaccinixnidester 
Allgemeine Herstellvorschrift 

0.5 mmol der nacb Beispielen 4 a,b,d,e hergestellten Hapten- 
Carbonsauren werden zusaao&en mit 63 mg (0.55 mmol) N-Hydroxy- 
succinlmid in 10 ml absolutem DHF gelost und mit 1«13 mg (0.55 
mmol) N,N*-Dlcyclohexylcarbodiimid versetzt. Man laAt 4 h bei 
Raumteaperatur ruhren, filtriert und dampft die L6-sung im VsJcuim 
ein. Der Ruckstand wird in 20 ml THF aufgenommen und eventuell 
unlosliche Reste an N,N»-Dicyclohexylhamstoff durch Filtration 
entfernt. Die Losxingen der Hapten-Carbonsaure-N-hydroxysuccin- 
imidester werden in dieser Form zur nachsten Stufe eingesetzt. 
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Beispiel 6 

HaPten-Carbonsattre-ra-fN-maleinimido^&tiivlaffildel 
Allgemeine Vorschrift: 

Zur Losung der alctlvlerten Eaptene aus Belspiel 5 warden 88 mg 
(0.5 nmol) 2-(N<-9ialelnimido)etliylamln gegeben* Unter RCihren warden 
51 mg (0.5 mmol) Triethylamln zugetropft, danach lafit man 6 h bei 
Raumtemperatur wiatterruhren. Die Losung wird in Vakuua eingedaapft 
und die Hapten-Haleinimid-Verbindung II A-C durch Saulenchromato** 
graphie an einer Kieselgel-Saule (2.5 x 30 cm) mit einem geeigne- 
ten Losungsmittel gereinigt. Die entspreclxenden Praktionen warden 
gesammelt und im Valcuum eingedampft. 

Die Losvmg der nach Beispiel 5d hergestellten Verbindungwird im 
Vataitm auf die Halfte eingeengt und der Miederschlag abfiltriert, 
Dann wird das Losungsmittel im Valcuxm vollends entfemt, Der * 
Ruckstand wird mit Isopropanol digeriert, das feste Produkt abge- 
saugt und im Exsikkator getrocknet. 

Es werden folgende Produkte erhalten: 

a) 2-fN-Maleinimido>ethvlamid von Cortisol r 3 -0-Carboxvnethvl^- 
osim 

Eluent: Essigester/Methanol (90/10 v/v) . 
Ausbeute: 180 mg (64 % d.ThO« 

DC: Kieselgel, Essigester/Methanol (90/10 v/v); Rf = 0.60. 

C29H39H308(557.63) ; Ber. : C 62.46 H 7.05 H 7.54 

Gef.: C 62.20 H 7.10 N 7.31 

b) 2-fN''Mal einimido^ehtvlamld von 3-0-Malonvl-Diaoxiaenin 
Eluent: Essigester/Petrolether/Ethanol (40/40/20 v/v/v) . 
Ausbeute: 145 mg (47 % d.Th.). 
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DCzKleselgel, Esslgester/Petrolether/Etheuiol (40/40/20 v/v/v); 
Rf = 0.58. 

C33H44N2O9 (612.71); Ber.: C 64.69 H 7.24 N 4.57 

6ef.: C 64.60 H 7.44 N 4.29 

c) 2-(N-Maleinlaldo^ehtvlaald von DlaQxln-4 ' " -alutarvl-hvdrovY- 
suceininideateg 

Sluent: Essigester/Petroletber/Hethanol (40/40/20 v/v/v). 
Ausbeute: 220 mg (43 % d.Tb.)* 

DC: Kleselgel, Essigestar/Petrolether/Methanol (40/40/20 

v/v/v) ; 
Rf = 0.48. 

C52H76N2O18 (1017.15); Ber.: C 61.40 H 7.53 M 2.75 

6ef. : C 61.31 H 7.68 N 2.50 

d) 2-fN-MalelnJjnldo^ethvlamld von B-n-CarboxvpropvlWtheophvllin 
Ausbeute: 120 ag (62 % d.Th.). 

DC: Kleselgel, Butanol/Eisesslg/Wasser (40/10/50 v/v/v) ; 
Rf = 0.79. 

C17H20N6O5 (388.38); Bar.: C 52.57 H 5.19 N 21.64 

C 52.41 H 5.01 N 21.74 

e) . 2-fN-Malelnlmldo^athvlaiiild von l-r3»carboxvpropvl^ ^phano- 

barbital 

Ausbeute: 95 ng (44% d.Ih.) 

DC: Kleselgel, Esslgester/Mettumol (90/10 v/v) ; RfsO.83 
C22H24N4O6 (440.46); Ber.: C 59.99 H 5.49 N 12.72 

59.60 5.79 12.55 
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Beispiel 7 

Herstelluna von Hapten-Peptld-Koniugaten 

200 /ug Enzymdonor ED4, beschrieben in US P 4,708,929 
(24 • 11. 1987) , werden in 150 ml 0.05 m Natriimphosphat-Puffer, pH 
6.5, gelost und nit 20 mg aktiviertem Hapten II A-D IN 20 ml 
Acetonitril versetzt. Man laBt die Losmig 4 h bei Raumtemperatur 
ruhren. Das Konjugat vlrd dxirch HPLC an einer C-18 Saule (Dynamax 
60A 8 , 4.6 X 250 sm; Gradient: 20 - 100 % B, BaAcetonitril/Wasser 
65/35 v/v) aufgereinigt. Die Retensionszeit des nichtkonjungierten 
ED4 liegt hierbei bei 25.35 min. Die entsprechenden Fraktionen 
werden gesammelt und gegen 5 1 Wasser dialyslert. Die Losung des 
Konjugats kann in dieser Form zu den, in US P 4,708,929 genannten, 
Oder altemativen, immunologischen Testaethoden vervendet werden. 

So wurden erhalten: 

a) Theopyhllin-8-essigsaure- [ 2- (N-Maleinimido) ethylamid] -ED4- 
Konjugat 

Ausbeute: 12 /ug; Retensionszeit (BPLC) : 26.91 min. 

b) Plienobarbital-l-buttersatire-[2-(Mileinimido)ethylamid]-ED4- 
Konjugat 

Ausbeute: 155 /ug; Retensionszeit (HPLC): 23.78 min. 
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Belsplel 8 

synthese von Cortlsol-3-*carbonsaxire-[2-*(N-malelnialdo) ethylaunld]- 
fi^Gal-Ismtmogen 

500 mg B-Gal (Boehringer Mannheim Nr. 570 079) werden bei 20*C in 
50 ml 0.1 n Kallximphosphatpuffer pH 6.0 geldst und mit lio mg der 
nach Beispiel 4a hergestellten Cortisol -Verbindiing in 10 ml Oioxsm 
iinter kraftlgem Ruhren tropf enveise versetzt. Nach beendeter 
Zugabe l&fit man ca» 16 h veiterruhren, dann vlrd die Losung auf 
eine AcA 202 Ultrogel-Saule (800 ml Voliuaen) aufgegeben und mit 
0.01 n Kaliumphosphatpuffer pH 7.0, 0.9% NaCl eluiert. Die pro-- 
teinhaltigen FrsJctionen verden gesammelt und die Konzentration 
durch UV-Absorption bei 280 nm (Proteinkonzentration = E x 1.9 
mg/ml) bestimmt. Die Ausbeute an Immxinogen liegk typischerveise 
bei 350 bis 450 mg. Das Proteinkonjugat vird lyophilisiert und bei 
-20 'C aufbewahrt. 
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1. 



Aminoalkyliosaei&lde der Formel I 



0 



(I) 




I .N-A-NH^ 



in der Ri iind R2 gleich Oder verscflxieden sind und Wasserstoff 
Oder eine Ci-C4-Allcylgruppe bedeuten, und A eine geradkettige 
Oder verzwelgte, geeattlgte-oder xingesattigte^ gegebenenfalls 
durch ein Sauerstoff- oder Schvefelatom Oder eine carbonyl- 



stellt, sovie deren Saureadditionssalzer mit AusnaOme der 
Verbindiing N-e-Aiainohexylnaleimid. , 

Aminoalkylmaleimide nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnetr 
daB entweder Ri oder R2 Wasserstoff bedeutet. 



AminoaOJcyloaleinide gea&fi einem der Anspruche l oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, dafi A eine geradkettige Alkylenkette 
mit 2-5 C-Atoaen darstellt. 

verf ahren zur Herstellung von Aminoalkylmaleimiden nach einen 
der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dafl man ein 
Diamin der allgemeinen Pormel III 



gruppe unterbrochene Alkylengruppe mit 2-6 C-Atomen dar- 



H2H-A-NH2 



(III) , 



in der A die oben angsgebene Bedeutung hat, in eine Verbin- 
dung der eaigemeinen Pormel IV 
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H2N-A-NH-y (IV) , 

uberfuhrt, wobei Y eine leicht abspaltbaare Schutzgruppe 
darstellt, vmd anschlieflend die Verbindung der allgemeinen 
Formel IV nit einer Verblndiing der allgemeinen Fonael V 



0 




In der und R2 die oben angegebenen Bedeutxingen haben und Z 
eine reaktive Gruppe bedeutet, nach an sich bekannten Verfaih* 
ren umsetzt, und anschliefiend die Schutzgruppe Y wieder 
abspaltet* 

5. Amidoalkyl-maleimide der allgemeinen Fon&el II 



0 




(11), 



o 



in der Hap der aus einea eine oder mehrere Carboxylgruppen 
.Oder Carboxylderivate tragenden Hapten oder Antigen durch 
Aaidierung gebildete Rest ist, Ri und R2 gleich oder ver- 
schieden sind und eine Ci-C4-*Al]cylgruppe oder ein Wasser- 
stoffatom bedeuten, und A eine geradkettige oder verzveigte, . 
gesattigte oder ungesattigte , gegebenenfalls durch ein Sauer- 
stof f- Oder Schwefelatom oder carbonylgruppe unterbrochene 
Alkylengruppe mit 2-6 C-Atomen darstellt. 
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6. AmidoaUqrl-aalelmide nach Anspruch 5, dadurch gekeimzeichnet, 
dafi das Hapten eln Steroid ist. 

7. Verfahren zur Herstellung von Amidoallcylinaleimiden der- 
allgemeinen Forael II nach einem der Anspruche 5 oder 6, 
dadiirch gekennzeichnet, dsiB man ein eine oder mehrere 
Carboxylgruppen Oder Carboxylderivate tragendes Hapten oder 
Antigen ait einer Verbindung der allgemeinen Formel I gemaS 
den AnsprQchen 1-3 in an sich bekannter Weise umsetzt. 

8 . Peptid- Oder Proteinkonjugate erhaltlich durch TMsetzung von 
AmidoaUylnaleimiden geaaB einem der Anspruche 5 oder 6 mit 
einem eine oder mehrere Sulfhydrylgruppen tragenden Peptid 
Oder Protein. 

9. Verfahren zur Herstellung von Konjugaten nach Anspruch 8^ 
dadurch gekennzeichnet^ dafl man eine Verbindung der 
allgemeinen Formel II gemafl einem der Anspruche 5 oder 6 mit 
einem eine oder mehrere Sulfhydrylgruppen tragenden Peptid 
Oder Protein auf an sich bekannte Weise umsetzt. 

10. Verwendmig von Verbindungen gemaS einem der Anspruche 1-3 als 
heterobifunktioneller Linker. 

11. Verwendung von Verbindungen der Formel II gemafl Anspruch 5 
Oder 6 zur Herstellung von Peptid- oder Proteinkonjugaten. 

12. Verwendung von Konjugaten gemafl Anspruch 8 in diagnostischen 
Bes timmungsver f ahren • 

13. Diagnostisches Mittel enthaltend Konjugate gemafl Anspruch 8 
ZM3C Durchfiairung von immunologischen Bestimmungen. 
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